









































differentiation  between  cholesterol  precursors  specific  to  the  Bloch  or  Kandutsch‐Russell 
pathways.    Tandem mass  spectrometry  was  used  to  develop  the  CoQ10  assay  and  gas 
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instance,  is  the principle end product of  sterol metabolism  and  the  starting  substrate  for 
steroid hormones, bile acids and signalling compounds such as oxysterols.  Other end products 
include:  ubiquinone,  an  antioxidant  and  important  electron  carrier  in  the mitochondrial 
respiratory chain; dolichol, essential for co‐translational modification of proteins; and heme 
A, a constituent of cytochrome c oxidase.  Protein prenylation, which facilitates attachment 







branch  point  are  primarily  located  in  the  cytosol  although HMG‐CoA  reductase,  the  rate 
limiting enzyme in the pathway, depends on its membrane association for regulation (Brown 
and Goldstein,  1980; Grünler  et al.,  1994).   Recently  it was  established  that peroxisomes 
contained all  the enzymes needed  for conversion of acetyl‐CoA  to  farnesyl pyrophosphate 
(FPP) (Kovacs et al., 2002).   However, work by Appelkvist and colleagues (Appelkvist et al., 
1999) using fibroblasts obtained from Zellweger patients in which peroxisomes are known to 















regulatory element  (SRE) DNA  sequences.   SREBP  is escorted  from  the ER  to  the Golgi  for 
processing to its active form with the aid of a SREBP cleavage‐activating protein, SCAP.  In the 






































chemical structure  in 1958 to  indicate a quinone ring attached to an  isoprenoid side chain 
which exhibits  species  specific  chain  length  variation  (Crane, 2007).    In humans and most 
mammals the primary form, designated coenzyme Q10 (CoQ10), comprises 10 isoprene units 

















samples promoted an  increase  in  the number of clinical  trials  from  the 1980’s  (Langsjoen, 
1995). 
 Structure and Biosynthesis 
























or  phenylalanine  (Willis  et  al.,  1999).    The  polyisoprenoid  side  chain  is  generated  via 
intermediates of the mevalonate pathway, a series of reactions common to the production of 
cholesterol, dolichol,  isoprenylated proteins  and ubiquinone.    3‐Hydroxy‐3‐methylglutartyl 
coenzyme A  (HMG‐CoA) reductase  is  the rate  limiting enzyme and  the site  for  therapeutic 
interventions  in  hypercholesterolaemia  employing  statins  as  competitive  inhibitors.  






























CoQ  transport  to other membranes  (Nowicka and Kruk, 2010) although  this process  is still 
poorly  understood.    Biosynthesis  in  the  ER‐Golgi  system  is  also  active  and  biosynthetic 
enzymes have been detected in other organelles such as peroxisomes (Turunen et al., 2004b).  
Genes  encoding  the  terminal  part  of  CoQ  biosynthesis  have  been  extensively  studied  in 








motility  within  the  membrane  and  interaction  with  redox  centres  in  the  mitochondrial 
complexes.  Contrary to this linear model, molecular modelling experiments suggest a folded 





























The  polyisoprenoid  ‘tail’  region  is  synthesized  from  intermediates  of  the mevalonic  acid  pathway  and  the 
hydroxybenzoate ring is produced from tyrosine or phenylalanine.  After condensation of the two molecules the 
ring structure undergoes a series of modifications.  Significant enzymes and genes identified are shown in italics.  








In  contrast  to  cholesterol, which  is  localised between  the  fatty  acids,  the polyisoprenoids 












Following  early  focus  on  the  pivotal  role  of  coenzyme Q10  as  an  electron  carrier  in  the 
mitochondrial  respiratory chain extensive  research has  focused on additional  functions  for 
this ubiquitous  lipid.   Much has addressed the antioxidant properties and ability to recycle 
other  antioxidants  such  as  tocopherol  (Mitchell, 1976).   A  role  in  cell  signalling  and  gene 











proteins  (FeS),  from  complex  I  (NADH:CoQ oxidoreductase) and  complex  II  (succinate:CoQ 
oxidoreductase) and  transfers  them  to complex  III  (cytochrome bc1) with  the concomitant 




that drives the  formation of ATP through ATP synthase  (oxidative phosphorylation)  (Figure 







































































































































































































































































































































Glycerol‐3‐phosphate,  from  triglyceride  catabolism  and  glycolysis,  also  contributes  to 
reduction of  the CoQ pool  through  flavin  linked dehydrogenases.    In  contrast  to  ETF‐QO, 






In  addition  to  its  location  in  mitochondria,  CoQ10  is  found  throughout  the  membrane 













or as a consequence of external stimuli, such as radiation and smoking.    If  left unchecked, 
these  oxidants  react  with  cellular  macromolecules  causing  damage  to  proteins,  lipids, 
carbohydrates and DNA leading to a plethora of pathological conditions.  Oxidative stress is a 
state  of  imbalance  between  the  rate  of  ROS  formation  and  counteractive  measures  of 
antioxidant molecules or defensive enzymes, such as superoxide dismutases (SOD), catalase 
and peroxidises.  The best known non‐enzymatic antioxidants include α‐tocopherol (vitamin 




Electron  leaks  from complex  III  (approximately 1  ‐ 2 %)  (Bentinger et al., 2007) are widely 
regarded  as  the major  contributor but  a  study by McLennon  and  Esposti  (McLennan  and 
Esposti, 2000) suggests complex  I and  II also have a significant  input.   As stated previously, 
CoQ10 plays a vital role in electron transfer through the respiratory chain.  Redox reactions 
proceed in a controlled manner but a disturbed equilibrium in which the influx of electrons 








peroxidation  (Figure  1.7),  a  function  reflected  in  the  localization  of  CoQ10  within  close 
proximity to potential radicals in the lipid bilayer (Mellors and Tappel, 1966; Do et al., 1996). 
Experiments  involving  pentene  extraction  of  lipids  from  submitochondrial  particles,  then 
reinsertion of CoQ10 prevented peroxidation, even in the absence of other antioxidants such 
as tocopherol, indicating CoQ10 has independent antioxidant capacity (Bentinger et al., 2007).  
























of  another  lipophilic  antioxidant,  α‐tocopherol  (vitamin  E)  from  the  tocopheroxyl  radical 
(Stoyanovsky  et  al.,  1995;  Gille  et  al.,  2008).    Evidence  also  suggests  it  can  regenerate 





















radical  (Fe3+O2∙‐)  by  ubiquinol 
(CoQH2)  prevents  abstraction  of  a 
hydrogen  atom  from  a 
polyunsaturated  lipid  (LH)  and 
subsequent  formation  of  the 
carbon‐centered radical (L∙) and lipid 
peroxyl  radical  (LOO∙).    During 
propagation  LOO∙  reacts  with 
another  LH,  forming  lipid 
hydroperoxide  (LOOH)  and 
regenerating L∙.  Ubiquinol interferes 
with  propagation  by  direct 
quenching  of  LOO∙  or  regenerating 
α‐tocophorol  (αTOH)  from  a 
tocopherol  radical  (αTO∙), with  the 








sparing  effect  on  α‐tocopherol  (Colquhoun  et  al.,  2005;  Hargreaves  et  al.,  2005).    In 
mitochondria, the content of CoQ10 is 10 times that of α‐tocopherol (James et al., 2004) and 
in membranes it may be up to 30 times (Crane, 2001). 
Inherent  with  its  lipophilic  nature,  coenzyme  Q10  does  not mix  well  with  the  aqueous 
environment  of  plasma  and  is  therefore  bound  to  lipoproteins,  specifically  LDL,  to  aid 
transport (Figure 1.8).  Due to its antioxidant properties, the bound CoQ10 plays a significant 
protective  role  against  LDL‐oxidation.    Of  clinical  note  is  the  oxidation  of  cholesterol  in 
macrophages which leads to the development of plague lesions resulting in heart disease.  The 
close  proximity  of  CoQ10  serves  to  protect  the  cholesterol  and  thus  confers  anti‐
atherosclerotic properties.   However not all effects relate solely to an antioxidant  function 
(Nowicka and Kruk, 2010).  Experiments have shown CoQ10 reduces β‐integrin CD11b levels 


















to  maintain  CoQ10  in  its  reduced  form  exists.    These  include;  glutathione  reductase, 
thioredoxin  reductase,  NADH  cytochrome  b5  reductase,  NADPH  coenzyme  Q  reductase, 





across  the  membrane  and  consequently  uncouple  the  proton  gradient  of  the  electron 





Under  conditions  of  calcium  ion  accumulation,  an  inner  mitochondrial  complex,  the 
membrane  permeability  transition  pore,  opens  and  increases membrane  permeability  to 
macromolecules.  This in turn causes collapse of the membrane potential, disruption of the 
ionic  status  and  cell  apoptosis.    CoQ10  appears  to  prevent  opening  of  this  pore  through 
binding to the channel (Walter et al., 2002). 
Expression  of  the  transcription  factor  NFκB1,  a  primary  responder  to  harmful  events  is 
influenced by CoQ10 uptake into lymphocytes and monocytes (Bentinger et al., 2010) and it 




disease,  neurodegenerative  disorders,  and  cancer,  as well  as  ageing  and  during  physical 
exercise.    Primary  deficiencies  involving  genes  of  the  CoQ10  biosynthetic  pathway  are 








Primary  CoQ10  deficiency  constitutes  a  rare  group  of  autosomal  recessive mitochondrial 
respiratory chain disorders.  Fewer than 40 patients were identified in 17 years since the first 





reduced ATP synthesis but are not associated with  increased ROS production.    In contrast, 
mildly affected ATP  synthesis and diminished CoQ10  levels of 30 % are observed  in COQ2 
mutant cells with significant production of ROS and lipid oxidation (Quinzii and Hirano, 2010).   
In  almost  all  cases  individual mitochondrial  complex  activities  are  normal  but  combined 
complexes I+III and/or II+III, which are quinone dependent exhibit reduced activity (Duncan et 
al., 2009a).   Confirmation of a primary deficiency is made by direct CoQ10 measurement in 






Five  major  clinical  phenotypes  have  been  described:  (1)  encephalomyopathic,  (2) 
multisystemic infantile form, (3) predominantly cerebellar form, (4) isolated myopathic form, 
and  (5)  nephritic  syndrome  (Table  1.2).    The  cerebellar  ataxia  form  represents  the most 
common  phenotype  (Quinzii  and  Hirano,  2010)  and  primary  defects  associated with  the 
ADCK3/CAB1 gene (Mollet et al., 2008), or secondary deficiency due to mutations in the APTX 
gene encoding  the nuclear DNA repair protein aprataxin have been described  (Quinzii and 





in muscle homogenate with normal  levels detected  in cultured  lymphoblasts and fibroblast 




citrate  synthase  levels  were  significantly  elevated  indicating  increased  mitochondrial 
proliferation and CoQ10 was only reduced in muscle (Lalani et al., 2005; Horvath et al., 2006).  
Interestingly,  7  patients with  this  phenotype  from  5  independent  families  had mutations 
identified in the ETF‐QO gene suggesting  the myopathic form of CoQ10 deficiency and late‐
































































































“classical”  presentation  seen  in  adult  cases  (Miles  et  al.,  2008).    CoQ10  values  below 
185 nmol/g protein suggested a greater  likelihood of a complex  I+III or  II+III defect.   Direct 
measurement of CoQ10 has the advantage of requiring much less tissue, approximately 1/5th 
of  that  needed  for  ETC  analysis.    The  latter measurements  are  also  highly  susceptible  to 
variations in collection and storage conditions (Tang et al., 2004).  Very low CoQ10 content in 






fatal  and  presents  with  psychomotor  retardation,  failure  to  thrive  and  recurrent  fever, 
vomiting and diarrhoea.   Patients have very  low or undetectable residual activity of MK  in 
contrast to the more benign HIDS which have activity of MK up to 7 % of the control value 
(Houten et al., 2003; Haas et al., 2009).   
As  they  share  a  common  pathway  it  is  not  inconceivable  for  the  biosynthesis  of  both 






little  is  known  of  intracellular  levels.    One  report  suggests  levels  in  fibroblasts  are 








(Haas et al., 2009).   Of note, trials with  lovastatin aimed at reducing the mevalonate  levels 





applications.    Oxidative  stress  has  been  implicated  in  many  fields  of  study,  including 
cardiovascular disease, neurodegeneration disorders and diabetes, and experiments suggest 
CoQ10 may  play  a  protective  role  in  the  prevention  of  cellular  damage  as  deficiency  is 
associated with increased disease severity.   
Numerous clinical trials have also investigated the potential of CoQ10 as an adjuvant therapy 
in both  the prevention and  treatment of a diverse  range of disease  states  from cancer  to 
ageing.  Table 1.3 identifies the possible roles for CoQ10 summarised from a Google Scholar 
literature  review using  the  search  terms  “coenzyme Q10” and  “human health”.   Although 
benefits of oral CoQ10 have been ascribed, with maximum benefit coinciding with highest 
dose,  correction  of  the  biochemical  deficits  does  not  always  relate  to  improved  clinical 
outcome.   For  instance, exogenous CoQ10  can ameliorate  the high  lactate and decreased 







































































































































































non‐mevalonate  pathway  known  as  the  deoxy‐xylulose  phosphate  (DOXP)  pathway 
(Eisenreich et al., 2004).  
The biphosphate derivatives of  isopentenyl, geranyl,  farnesyl and geranylgeranyl as well as 
farnesol  and  geranylgeraniol,  have  proved  to  be  essential  bioactive  molecules  for 
transcriptional  and  post‐transcriptional  regulation  of  genes,  including  controlling  the 








protein  and  prevent  solubilisation  and  transfer  to  cell membranes,  and  farnesylated  Ras 
proteins  have  implications  for  tumour  progression  and maintenance  (McTaggart,  2006).  













early  1930s  and  followed by  a  remarkable  series of  investigations using  labelled  isotopes 
which enabled the prediction that the sole building blocks for cholesterol were a two‐carbon 







As mentioned previously,  the early steps  in  the biosynthesis of cholesterol encompass  the 
mevalonate pathway.   The enzyme squalene synthase provides the  first committed step  in 
cholesterol production resulting  in the formation of squalene, a 6‐isoprene unit compound 











mw 426.7  C30H50O 24,25-Dihydrolanosterol
mw 428.7  C30H52O
Zymosterol Cholesta-8(9)-enol
mw 384.6  C27H44O mw 386.4  C27H46O
7,24-cholestadienol Lathosterol
mw 384.3 C27H44O mw 386.7  C27H46O
7-Dehydrodesmosterol 7-Dehydrocholesterol
mw 382.6  C27H42O mw 384.6 C27H44O
Desmosterol
mw 384.6  C27H44O
Cholesterol

























However, excess  levels of  cholesterol are harmful  so biosynthesis of  this  vital molecule  is 
under  tight  regulation  via  multivalent  feedback  mechanisms.    HMG‐CoA  reductase  is 






SREBP and genes  involved  in  the export of cholesterol  from  the cell.   High affinity binding 
appears to depend on the position of the hydroxyl group in the cholesterol side chain and 22‐, 
24‐ and 27‐hydroxycholesterol are  considered endogenous  LXR  ligands  (Yang et al., 2006; 
Bensinger et al., 2008; Bensinger and Tontonoz, 2008).   24(S),25‐epoxycholesterol, derived 
















Waterham,  2006).    These  disorders  cause  a  variety  of  morphogenic  and  congenital 
abnormalities affecting the skeleton, skin and internal organs and underline the importance 
of cholesterol and the sterol intermediates in a variety of cellular processes. It has also been 
suggested  that  elevated  levels  of  lathosterol  and  lanosterol,  indicative  of  high  rates  of 
cholesterol biosynthesis, have a causal relationship with cognitive performance  in an aging 





cholesterol  levels.    Sitosterolaemia,  a  rare  autosomal  recessive  disease,  has  impaired 
functioning  of  pathways  involved  in  absorption  and  retention  of  plant  sterols,  namely 
sitosterol  and  campesterol, which  are  closely  related  in  structure  to  cholesterol.    Clinical 





bile acids as well as  cholestanol  in  the urine and plasma.   The  result  is  the production of 


















































































































Hyperlipidaemias may  be  caused  by  genetic  abnormalities  or  acquired  secondary  to  an 
underlying cause such as diabetes or a high fat diet.  As atherosclerosis is a progressive disease, 
any interventions aimed at lowering LDL‐cholesterol levels have a positive impact on reducing 




The benefit of  the diet  should not be over  looked  in  the management of hyperlipidaemia 
(Gylling  et  al.,  2014).    However,  this  is  not  always  sufficient  to  control  cholesterol 












its  inhibition  leads  to  increased  LDL uptake  from  the  circulation.   Clinical  trials have  seen 
significant  reductions  in LDL‐C of 50  ‐ 60 % without noteworthy  injection site  reactions or 
adverse  effects  (Stroes  et  al.,  2015;  Fitzgerald  et  al.,  2017).    By  far  the most  commonly 
prescribed  lipid  lowering  medications  are  statins.    Natural  statins  include  simvastatin, 
pravastatin  and  lovastatin, while  atorvastatin,  fluvastatin,  rosuvstatin  and  cerivastatin  are 
synthetic  compounds  (Schachter,  2005).    The  benefit  of  statins  in  lowering  both  LDL 






induced  with  increased  extraction  of  LDL‐cholesterol  from  the  blood  (Schachter,  2005).  
Lovastatin was the first to be  introduced  in 1987 as a treatment for hypercholesterolaemia 
(Havel et al., 1987; Hoeg and Brewer, 1987).   Primary concerns with  the use of  the drugs 
focused on liver toxicity and cataract development, but adverse effects of muscle pathology 
soon emerged and statin‐associated muscle symptoms (SAMS) remain the primary reason for 
non‐adherence or discontinuation of  statin  therapy.   A  review of other  effects of  statins, 
besides  their  cholesterol  lowering  ability,  suggests  these  most  likely  relate  to  inhibited 






by 45  ‐ 95 %  (Mas and Mori, 2010).   Although adverse effects have been noted, beneficial 





As  it  shares  part  of  the  same  biosynthetic  pathway  as  cholesterol,  an  acquired  CoQ10 
deficiency with statin use would not be unexpected.  Patients prescribed statins often describe 
a  feeling  of  lack  of  energy which may  be  ameliorated with CoQ10  supplements.   As ATP 






Administration  (FDA) confines the term to established creatine kinase  (CK)  levels above 10 
times the upper limit of normal (ULN) (Joy and Hegele, 2009).  Statin‐associated myopathy can 
range  from  mild  muscle  pain  to  frank  rhabdomyolysis.    Muscle  biopsies  often  show 
characteristic  ragged  red  fibres,  suggesting  increased mitochondrial  biogenesis,  although 
muscle pathology  is not restricted to overt myopathy  (Harper and  Jacobson, 2010). Biopsy 
analysis from 83 patients demonstrated evidence of muscle damage, evaluated by the degree 
of structural abnormailities in the muscle fibres including vacuolization and subsarcolemmal 

























































Predisposing  factors  for  risk  of  statin‐associated  myopathy  are  extensively  reviewed  by 














concentrations  and  toxicity.  Simvastatin,  lovastatin  and  atorvastin  are  metabolized  by 
cytochrome  CYP3A4  and  competing  drugs  on  this metabolic  path  include  blood  pressure 



























The  aetiology  of  statin‐associated  myopathy  remains  poorly  understood  (Figure  1.11).  
Possible  mechanisms  include  decreased  membrane  cholesterol  resulting  in  disturbed 







influence  on  the mitochondrial  respiratory  chain,  but muscle  level  assessment  is  variable 
(Littarru and Langsjoen, 2007; Larsen et al., 2013) and  limited data exists  in patients with 
myopathy  (Rosenson,  2004).    Statins  can  inhibit  muscle  proliferation  independently  of 
cholesterol  concentrations,  implicating  decreases  in  the  isoprenoids  FPP  and  GGPP  and 
attenuated protein prenylation of regulatory GTP‐binding proteins (Ras, Rac and Rho), needed 








Statin  interaction may  involve  (i) a  reduction  in coenzyme Q with participates  in  the mitochondrial electron 
transport chain (ETC) (ii) impaired cell growth and autophagy  due to subnormal levels of farnesyl pyrophosphate 
and geranylgeranyl pyrophosphate (iii) low membrane cholesterol content affecting membrane fluidity and ion 
channels, and  (iv)  impaired calcium signalling due  to attenuated mitochondrial permeability. ADP, adenosine 
diphosphate; ATP, adenosine triphosphate; Cyt C, cytochrome c; FAD, flavin adenine dinucleotide; FADH2, flavin 
adenine dinucleotide reduced; MPT, mitochondrial permeability transition; MtDNA, mitochondrial DNA; NAD, 






Recently,  genetic  factors  have  emerged.    Polymorphisms  in  the  CoQ10  biosynthetic  gene 
COQ2,  responsible  for  severe  inherited myopathy, have been  related  to variation  in  statin 
tolerance (Oh et al., 2007).   A genome‐wide association study by the SEARCH Collaborative 














rhabdomyolysis  are  rare  and  the mortality  rate  is  estimated  at  1.5  deaths  per  10 million 





System  (AERS)  has  increased  from  2002  and may  reflect  raised  awareness  following  the 
withdrawal of  cerivastatin  in 2001.   Fluvastatin elicited  fewer  symptoms but  rosuvastatin, 
launched after cerivastatin withdrawal, consistently  scored  the highest  rate  for myopathy, 
myositis and rhabdomyolysis and could suggest reporting bias (Bruckert et al., 2005).  Other 










effect  compared with 72 %  taking  low dose. This  suggests amelioration of  symptoms and 
management of  statin‐associated muscle  symptoms may be achieved using  lower potency 
statins. 
 Coenzyme Q10 and Statins 
As  an  essential  component  of  the  electron  transport  chain,  CoQ10  is  fundamental  to 
mitochondrial energy (ATP) generation and accordingly to regulating muscle contractility.  It 

























levels were  still  higher  than  in  the  control  group  and  no  change  in  ratio  to  total  or  LDL‐
cholesterol was observed.     Contrary  to  this,  two groups with  follow‐up  times of 4 and 6 





caused by decreased CoQ10  in blood may be  insignificant,  as  levels of other  antioxidants 
remained  unchanged  with  statin  challenge  (Passi  et  al.,  2003).    A  randomized  trial  of 
ezetimibe,  which  prevents  cholesterol  absorption,  and  simvastatin,  administered  as 
monotherapy or in combination, revealed plasma CoQ10 concentrations were not affected by 
ezetimibe alone and  increased CoQ10/LDL‐C ratios were observed  in all three groups.   The 
authors concluded “changes of CoQ10  levels are  independent of cholesterol synthesis and 
absorption” (Berthold et al., 2006).   Of note, a study  led by Bleske,  indicated no significant 




Coenzyme  Q10  is  a  known  protective  agent  against  LDL  oxidation,  but  conflicting  data 
pertaining  to  antioxidant  composition  (CoQ10  and  vitamin E),  and  susceptibility of  LDL  to 
oxidation means the effect of statins on LDL oxidation remains debatable (Colquhoun et al., 
2005).   Baseline  plasma CoQ10  concentrations  have  been  assessed  as  possible  predictive 
values for lipid lowering response to statin treatment and suggest higher baseline CoQ10/LDL‐
C ratios correlate to diminished LDL‐C lowering effects (Pacanowski et al., 2008). 
Data  on  intramuscular  CoQ10  levels  is  limited  and  variable,  and may  be  drug  and  dose 
dependent.  An early study of short term simvastatin therapy in hypercholesterolaemic males 
observed decreased plasma CoQ10 but a concomitant enhancement (47 %) in muscle tissue 




















Evidence of  the causative  role of decreased CoQ10  in  statin‐related myopathy  is debated, 
though  it may well be a predisposing factor.   As such, patients with pre‐existing conditions 
associated with low CoQ10 levels, such as cancer,  increased age, diabetes and mitochondrial 





amelioration  of  myopathy  by  the  concurrent  administration  of  CoQ10  (Schaars  and 











transient parallel decrease  in CoQ10 by up  to 49 %.    Supplemental CoQ10 decreased  the 
severity but not  frequency of myopathic toxicity  (Thibault et al., 1996).   A  further study of 
gastric adenocarcinoma revealed CoQ10  treatment reversed mild myalgia and elevated CK 
induced  by  high  dose  lovastatin  and  also  concluded  prophylactic  CoQ10  prevented 
development of myotoxicity (Young et al., 2007b).   
Moreover, 16 out of 18 participants in a double‐blind randomized trial reported improvement 
in  statin‐induced myopathic  pain  and  quality  of  life  when  given  CoQ10  supplements  in 
addition  to  their  normal  medications.    In  contrast,  only  3  out  of  14  patients  showed 
improvement with vitamin E supplements (Caso et al., 2007).   Conversely, 44 patients with 
previous statin‐related myalgia randomized to receive either CoQ10 (200 mg/day) or placebo 
showed no difference  in  tolerance  to  the  statin or  severity of  symptoms despite a  rise  in 
plasma CoQ10 in the treated group (Young et al., 2007b).  













of  the  treatment  of  hypercholesterolaemia,  atherosclerosis  and  coronary  artery  disease. 








This  project  aimed  to  investigate  the  role  of  mevalonate  derived  CoQ10  and  sterol 
intermediates  in  statin‐related myopathy.    Firstly,  I  needed  to  develop  suitable  analytical 
methods to be able to quantitate the analytes of interest.  To achieve this, a method for the 
measurement  of  CoQ10  in  tissue  and  body  fluids  using  tandem mass  spectrometry was 
developed and optimized.  A Gas chromatography mass spectrometry method was developed 
to  investigate  a  comprehensive  range of  cholesterol precursor  and  absorption markers  in 
plasma samples. 














separated  using  an  ultra‐centrifugation method  then  quantitation  of  the  lipid  profile  and 
CoQ10 was performed. 

























































which were  surplus  to  diagnostic  requirement  from  patients  under  the  care  of  Professor 
Turnbull (ethics number 2002/205).  These were stored at ‐80°C until analysis. 
 Fibroblast cell lines 
Skin  fibroblast  cell  lines,  donated  from  healthy  volunteers  were  provided  by  Newcastle 





















then  stored  at  4°C  and  used  for  a maximum of  2 months  before  being  discarded  due  to 





performed within a class II microbiological safety cabinet.   Cells were  incubated  in a closed 
37°C  incubator after prior gassing of  individual flasks with 5 % CO2  in air using a filtered air 
supply system and disposable filtered 10 ml stripette.   Cell growth was monitored using an 
inverted phase contrast microscope. 



















After 24 h  the medium was  changed  to  fresh  supplemented medium  then  routine  culture 
performed as described previously. 
 Harvesting of fibroblast cell lines 





























total capacity of 1 µl.   Samples were suspended  in 1 ml sterile PBS and  introduced  into the 
counting chamber as a drop.  Capillary action draws the liquid into the chamber and excess 
fluid  is expelled  into the overflow reservoir.   Using an  inverted phase contrast microscope, 





Approximately  1  ‐  2  %  of mitochondrial  oxygen  is  incompletely  reduced  and  forms  the 









In  the  fluidics  system,  the  sample  travels up  the  sample  tube and hydrodynamic  focusing 
within  the  flow  cell  aligns  the  suspended  cells  into  single  file  (Figure  2.1).    The  cells  are 













 MitoSOXTM Red was obtained  from  Invitrogen  (Paisley, UK), prepared  in DMSO  to a  stock 
concentration  of  200  µmol/L  and  stored  in  an  amber  bottle  at  ‐20°C.    The  fluorescent 
excitation  and  emission  wavelengths  for  MitoSOXTM  Red  are    =  510  nm  and  580  nm 
















at  the Royal Victoria  Infirmary, Newcastle Upon Tyne NHS Foundation Trust.   Settings are 
optimised daily using tracking beads and quality control checks are regularly performed. 











EDTA  is  incorporated  into  the  mixture  to  eliminate  interference  from  magnesium  ions.  
Benzethonium chloride  then  reacts with  the proteins producing  turbidity.   This  reaction  is 







c702  unit  (Roche  Diagnostics,  Burgesshill,  UK).    This module  enables  spectrophotometric 




























is measurement using excitation  (ex) and emission  (em) wavelengths of 505/700 nm.   The 
colour intensity of the dye formed is proportional to the concentration of cholesterol in the 
sample.  The reactions are summarised as follows: 
Cholesterol esters + H2O     Cholesterol esterase    Cholesterol + RCOOH 
  Cholesterol + O2       Cholesterol oxidase    Cholest‐4‐en‐one + H2O2 
2H2O2 + 4AAP + phenol        Peroxidase    Quinone‐imine dye + 4H2O 
2.5.1.2 Method performance 









with  LDL,  VLDL  and  chylomicrons  which  are  resistant  to  PEG‐modified  enzymes.    The 
cholesterol  concentration  of  the  HDL  fraction  is  then  determined  enzymatically  using 
reactions with cholesterol esterase and cholesterol oxidase to produce H2O2.  In the presence 





  HDL‐Cholesterol + O2          PEG‐Cholesterol oxidase   Cholest‐4‐en‐one + H2O2 














The Friedewald  formula does have some  limitations.    It assumes virtually all  triglyceride  is 
carried  on  VLDL  and  that  there  is  a  constant  ratio  of  triglyceride  to  cholesterol  in  VLDL 
measured  in mmol/L  of  2.19:1  (or  5:1  in mg/L).    This  assumption  becomes  invalid when 







using microbial  lipoprotein  lipase which  rapidly and  completely hydrolyses  triglycerides  to 









Triglycerides + 3H2O         Lipase          Glycerol + 3 fatty acids 
Glycerol + ATP        Glycerokinase, Mg2+        Glycerol‐3‐phosphate + ADP 
  Glycerol‐3‐phosphate + O2  Glycerol phosphate oxidase        Dihydroxyacetone + H2O2 
H2O2 + 4AAP + 4‐chlorophenol   Peroxidase        Quinone dye + 2H2O + HCl 
2.5.4.2 Method performance 
The measuring  range  of  the  assay  is  between  0.1  –  10 mmol/L.    Samples  having  higher 




Creatine  kinase  (CK)  exists  in  four  different  isoforms; mitochondrial,  skeletal,  brain  and 
myocardial types.  Following cellular injury, CK activity increases due to release from damaged 
cells.    Total CK  concentration was  determined using  a Cobas  8000 Modular Analyser  and 
calculated  based  on  the  rate  of  formation  of  reduced  nicotinamide  adenine  dinucleotide 
phosphate (NADPH). 
Creatine  kinase  catalyses  the  transfer  of  a  phosphate  group  from  creatine  phosphate  to 
adenosine diphosphate (ADP) to produce adenosine triphosphate (ATP) which then acts upon 
glucose to yield glucose‐6‐phosphate (G6P).   This reaction  is catalysed by hexokinase  in the 




  Creatine phosphate + ADP  Creatine Kinase            Creatine + ATP 
  ATP + Glucose     Hexokinase            ADP + G6P 



















included  in  this  LDL  fraction.    IDLs,  often  referred  to  as  remnant  lipoproteins,  are 
intermediates  between  VLDLs  and  LDLs,  but  unlike  LDLs  they  retain  multiple  copies  of 
apolipoprotein E (ApoE) which allow IDL to bind to the LDL receptor with high affinity.  Type 
III hyperlipoproteinaemia  (HLP)  (also known as  familial dys‐beta‐lipoproteinemia)  is a  rare 







non‐VLDL  (d>1.006  kg/L,  bottom)  fractions.    The  polyanionic  precipitation  step,  in which 
heparin  and  manganese  chloride  are  added,  precipitates  apolipoprotein  B  containing 





and triglyceride are then measured  in each  fraction.   VLDL  lipids are not usually measured 
directly as it can be difficult to recover the VLDL fraction quantitatively.  Instead this fraction 
is estimated by subtraction.  An increase in the ratio of VLDL cholesterol to total triglyceride 









cordless  tube  topper,  placed  in  the  Ultracentifuge  pre‐set  to  4°C  (Optima  TM  TLX 
Ultracentrifuge, Beckman Coulter) and spun for 2 hour 50 minutes at 120,000 rpm.   
Using a CentriTube slicer (Beckman Coulter) the tube was clamped and cut through at a depth 
of  1.3 cm  from  the  base  of  the  tube.    The  top  of  the  tube was  pierced  to  remove  the 

















































active  mitochondria.    If  membrane  potential  is  reduced,  less  dye  is  retained  and  the 
fluorescence signal decreases.  The red fluorescence of TMRM stained mitochondria is ideally 









concentrations as  stated below  in  supplemented media and  returned  to  the  incubator  for 
30 min.  The dye containing media was aspirated, the cells washed with PBS then covered with 



















with multiple  laser  lines.    Images were  captured using  a 20x  air objective  lens  and Nikon 
Elements software.  A bio‐chamber, supplied with 5 % CO2 in air and maintained at 37°C, was 









Cardiology  Clinics  at  the  Royal  Victoria  Infirmary,  Newcastle  upon  Tyne,  in whom  statin 


































































(HPLC)  and  ultra‐high  performance  (UPLC)  liquid  chromatography  procedures which  take 
advantage of narrow bore columns and small particle size to provide efficient resolution  in 
minimal time.   
Separation  is  based  on  the  polarity  and  size  of  the  compounds  in  the mixture  and  their 














first  full  functional  instrument  wasn’t  built  until  almost  a  century  later.    Significant 






2008).  A compound  is  identified based on  its mass to charge ratio (m/z) and the system  is 
maintained under vacuum to minimise  interfering collisions and  facilitate  ion transmission.  
Early  instruments were  only  suitable  as  detectors  for  gas  chromatography methods  but 






Non‐polar molecules,  such  as  lipids  and proteins,  are  retained on  the  column  and  eluted by  increasing  the 













dissolved substance and  forcing  it  through a  fine capillary with a stream of nebulising gas, 
usually nitrogen, to produce a spray of charged droplets.  The ESI source is maintained at a 
high temperature and as the solvent progressively evaporates, the Rayleigh limit is reached 
whereby  the surface  tension holding  the droplet  together  is exceeded by  the electrostatic 
repulsion of  its  charges,  resulting  in  an unstable droplet  that dissociates,  leaving multiply 
charged gas ions (Figure 3.2) (Bakhtiar and Nelson, 2001). 
ESI exhibits superior reproducibility due to difficulty in controlling the crystallisation process 
in  MALDI.    Conversely,  ESI  sensitivity  is  more  attuned  to  suppression  effects  of  salts, 
detergents and buffer molecules.  This can be overcome by prior coupling to an HPLC system 
to provide upfront chromatographic separation and purification (LC‐MS) or by the use of the 


















Lower mass  ions  (low m/z)  traverse quicker and  reach  the detector  first.   Using  reflective 
mirrors effectively increases the length of the ion flight path which maximises mass resolution 
and accuracy,  thus TOF are particularly adept  for distinguishing compounds  that may only 
differ by a single double bond or carbon atom (Khalsa‐Moyers and McDonald, 2006; Dunn, 
2008). 
Quadrupole mass‐analysers are more  familiar, particularly  in  the  clinical  setting.    In  these 
detectors ions travel through an assembly of 4 parallel equidistant metal rods, in an oscillatory 









dissociation  (CID) with an  inert gas  (usually argon).   The  third quadrupole  (MS3) monitors 



















selected  ions  (selected  reaction monitoring,  SRM)  thereby  providing  a  range  of  potential 
analytical outputs.  For quantitative analysis the greatest sensitivity and specificity is achieved 
using SRM, in which both mass filters (MS1 and MS3) are used to select defined ions for the 
















Extensive  sample purification methods  such as  solid phase extraction can be employed  to 





The  hydrophobic  nature  of  COQ10  and  the  tendency  to  readily  oxidise makes  analytical 







CoQ10  and  tocopherols  using  combined  UV  and  ECD  (Lang  et  al.,  1986).    The weak  UV 
absorbing properties of ubiquinol and tocopherols in contrast to the strongly UV absorbent 




Recently,  liquid chromatography coupled  to mass‐spectrometry  (LC‐MS/MS) has become a 













of 2 minutes  (compared  to  standard 12 min  runs) was achieved using ultra‐HPLC with UV 
detection  (Paliakov  et  al.,  2009).    In  a  different  approach,  a  14‐amino  acid  chemically 
















been  detected  in  several  conditions;  however,  accurate  assessment  can  be  problematic.  
Ubiquinol will readily oxidise within 30 minutes at ambient temperature (Lang et al., 1986), 
on  ice within 4 hours  (Rousseau and Varin, 1998) and at  ‐80°C within 48 hrs  (Barshop and 
Gangoiti, 2007).  Hexane extracted ubiquinol levels decreased by 43.5 % in 7 hours at room 
temperature  and  fluctuate  even with  storage  at  ‐80°C  (Yamamoto  and  Yamashita,  1997; 





















To  develop  and  optimise  an  analytical  procedure  for  the measurement  of  the  lipophilic 









Chemicals  (Walkerburn, UK).   Methylamine  2M  in methanol was  purchased  from  Sigma‐
Aldrich  (Dorset,  UK).    HPLC  grade  deionized  water  obtained  from  Fisher  Scientific 
(Loughborough,  UK)  was  used  for  reagent  preparation.    Sodium  borohydride  and  EDTA 





































Substance  Unit  Value  Range 
CoQ10 – level 1  µg/L  659  527 – 790 
  nmol/L  763  610 – 916 
CoQ10 – level 2  µg/L  1230  984 – 1476 






Spectrometer  (Thermo  Electron  Corporation,  Hertfordshire,  UK)  with  Ion  Max  source 
operated in electrospray positive mode (ESI+).  Common parameter settings were as follows: 












ID)  (Phenomenex, Cheshire, UK).   Two  column  lengths, 150 mm and 50 mm, were  tested 
during method  evaluation,  both with  2.1 mm  I.D  and  2.6 µm  particle  size.    Prior  to  use, 
columns were allowed to equilibrate with mobile phase reagent for 60 min.  After a maximum 
of 40 injections, re‐equilibration was performed.  For storage, the column was flushed with 
95 % methanol  (v/v)  followed  by  60 % methanol  for  30 mins.    Column  temperature was 
maintained at 40°C using a Thermo Electron hot pocket (operating range ambient to 85°C).   
 Optimisation of the mass spectrometry parameters. 











Retention  time  (RT)  investigations  were  performed  by  dilution  of  stock  standards  using 
methanol to give a final concentration of 20 µg/ml.   Mobile phase conditions were  initially 


















the  flow  rate  and  scan  programme  to  account  for  the  shorter  column  but mobile  phase 
conditions were maintained.    
 Ion Suppression 
Authentic  standard  solution  of  CoQ10  (10  µg/ml)  was  directly  infused  into  the  mass 
spectrometer  at  10 µl/min  flow  using  a  T‐junction  fitted  post‐column.    A  plasma  extract, 
without added IS#, or a blank sample i.e. mobile phase, was simultaneously injected via the 








content  in  relation  to  lipoprotein  fractions  (HDL,  LDL  and  VLDL).    These  fractions  were 
prepared  by  the  Blood  Sciences  department,  NUTH  and  had  been  requested  for  beta‐
quantification assessment in hyperlipidaemic patients (refer to section 2.7 for preparation).  
Additionally the feasibility of analysis using dried blood spots was briefly investigated which 








Different  volumes of hexane  and number of extractions were  tested.   Optimal  conditions 
involved 500 µl hexane, vortex for 1 min then centrifuge at 900g for 1 min.  The upper phase 
was transferred to a clean tube, a further 500 µl hexane added to the original tube and the 







correlated  to  protein  content.    Initial  experiments were  designed  to measure  CoQ10  per 
weight of tissue and based on the methods of Pastore and colleagues (Pastore et al., 2005) 
and Teshima and Kondo (Teshima and Kondo, 2005).  Approximately 5 ‐ 10 mgs of tissue, cut 








phase was  transferred  to  a  clean microtube,  evaporated  to  dryness  using  nitrogen  then 
reconstituted in 100 µl methanol prior to analysis.   
To  improve  reproducibility  two modifications were  subsequently made.   First,  to measure 
total CoQ10 by complete oxidation of the quinol using ferric chloride (FeCl3) and secondly to 
enable correlation to protein content.   Tissue was homogenised  in 250 µl TRIS Buffer  (100 
mmol/L, pH 8) and centrifuged at 16,000g for 5 min.  An aliquot of supernatant was analysed 
for  total protein on  the Roche modular analyser  (section 2.4).    FeCl3  (50 µl, 10 mmol/L  in 








underwent  one  freeze‐thaw  cycle  and  were  homogenised  using  a  hand  held  micro 
homogeniser (Sigma‐Aldrich).  An aliquot of supernatant was used for protein measurement 
as  stated previously  and CoQ10 was extracted  as per  the plasma method using  a diluted 
internal standard at 0.05 µg/ml.   
3.2.6.4 Dried Blood Spots 








































injection)  MS/MS  without  prior  chromatographic  separation.    Direct  MS/MS  may  lack 
specificity as analytes with equal mass transitions are not separated by prior chromatography.  
However, if the transitions chosen are unique to the compound of interest then MS/MS may 
be usable as a quick procedure  to enable high  throughput of samples.   As both CoQ9 and 
CoQ10 produced m/z 197 daughter  ions an acquisition method was defined with Q1 set to 




























(2.1 mm  I.D,  2.6  µm  particle  size), maintained  at  40°C,  LC‐MS/MS  analysis  was  initially 
achieved using 10 µl sample injections and an isocratic flow rate of 200 µl/min.  Elution of all 
analytes  occurred  within  6 min.    However,  the  LC  pump  pressure was  approaching  the 
maximum limits of the instrument (4000 psi) which has the risk of causing the system to fail 
mid run.  Therefore, the flow rate was reduced to 100 µl/min, producing approximately 2000 
















(oxidised)  CoQ9  827  197  23  97  6.5 
Coenzyme Q9 
(reduced)  CoQ9H2  829  197  23  97  5.1 
Coenzyme 
Q10 (oxidised)  CoQ10  895  197  22  104  7.5 
Coenzyme 







































































































































CoQ10 and CoQ9  respectively).   However, a  second  significant peak was also  consistently 
present corresponding to the oxidised form.  This suggests either incomplete reduction during 
preparation  or  instability  of  the  quinols  during  the work‐up  procedure.    Re‐evaluation  of 
CoQ10H2 after 24 hrs at 4°C showed further oxidation had occurred, suggesting fresh standard 
would  need  to  be  prepared  daily.    Imprecision  in  the  analysis  of  CoQ10H2  and  stringent 
collection and procedural requirements has been reported by several authors so the decision 

































area of  suppression occurring at approximately 4 mins, C)  Infusion of CoQ10 and  injection of mobile phase.  










Limits  of  detection  (LOD)  and  quantification  (LOQ)  were  estimated  as  the  lowest 
concentration at which a peak was distinguishable  from background noise at the accepted 













Plasma  0 ‐ 20  µg/ml  1.197  4.668e‐4  0.9927     
Plasma – low limit  0 ‐ 8.63  ng/ml  1.187e‐3  5.365e‐4  0.9757  1.6  3.3 




















Sample 1  701  33  4.7  6.9  719  38  5.3  9.0 
Sample 2  1415  95  6.7  15  1312  113  8.6  6.6 







The  Chromsystem  Calibration  Standard  (700  µg/L)  initially  failed  to  produce  a  usable 
chromatographic profile for either analyte when extracted using the sample procedure given 
in section 3.2.6.1.  Results were eventually obtained if the hexane extraction was performed 
without  first  removing  any  precipitate.    No  significant  difference  was  seen  when  this 

















































































Anonymised plasma or  serum  samples  from 44  individuals  (male:female  ratio 28:16) were 
analysed by the proposed method.  The mean CoQ10 concentration was 0.808 µg/ml and the 




































mitochondrial  disease  was  283.69  (121.9  –  519.1)  mols/mg  protein  (mean,  95  %  CI). 
Ubiquinone deficiency is rare so it was not possible to obtain muscle tissue with a known low 
level.  However the assay was validated using an anonymised sample received for diagnostic 
analysis.    Under  the  conditions  described,  this  sample  gave  a  significantly  low  CoQ10 
concentration  (17 mols/mg  protein) which was  confirmed  by  results  obtained  from  the 
current  referral  laboratory,  the  Neurometabolic  Unit,  University  College  Hospital  NHS 







































































































































0  639.97  639.97 6.64  
10  649.97  619.68 5.13 ‐4.66 
50  689.97  671.40 3.29 ‐2.69 
100  739.97  860.56 11.88 16.3 
250  889.97  939.53 1.84 5.57 
500  1139.97 966.75 1.80 ‐15.2 
1000  1639.97 1529.14 5.96 ‐6.76 


























a  pronounced  matrix  effect  with  significantly  lower  intensities  (factor  X20)  and  higher 
background.   Although  it  is still possible to  identify relevant peaks, using precursor or SRM 
scans, the S/N ratio  is  low which would  infer higher detection  limits  (Figure 3.13).   Results 
suggest LOD to be about 2 µg/L using SRM and 5 µg/L in scan mode.  
The LC‐MS/MS  results suggested a small amount of  reduction may be occurring at  the ESI 






































low  concentrations  were  slightly  higher  using  MS/MS  and  the  reverse  true  for  high 
concentrations.  Mean difference between methods was 8.3 % (range ‐24 – 38 %) although 
















Figure  3.14  Comparison  of  CoQ10  values  in  plasma  samples  analysed  by  LC‐MS/MS  and  direct  MS/MS 
acquisition (n = 18).   
Although  both  methods  show  good  correlation  (graph  A)  the  Bland‐Altman  plot  (graph  B)  indicates  low 










































Tandem mass  spectrometry  enables  high mass  accuracy  accumulation  of  data with  great 
sensitivity and high specificity.   The use of a chromatographic column coupled to the mass 




by collision  induced dissociation of  the precursor  ion.    In order  to maximize  the  ionisation 


























remains  to be seen  if  low concentrations are determined with  the same  level of accuracy.  
Direct MS/MS analysis would greatly simplify analytical procedures, reduce column expense, 
and  significantly  improve  sample  throughput.    It  would  also  enable  the  analysis  to  be 











continuous  injections.    However,  variation  was  more  pronounced  between  analyses 
performed on different days.  This did not significantly affect quantitation. 
Coenzyme  Q10  is  a  major  constituent  in  plasma  membranes.    Homogenisation  and  a 
freeze/thaw cycle were used during extraction from tissue and fibroblasts to cause maximal 
disruption of the membranes and release of the CoQ10.  Cell debris was removed by a short 
































Although  only  limited  investigations  have  been  performed  the  results  obtained  were 












plasma  and  the  limits  of  detection,  at  1.6  ng/ml,  were  significantly  below  endogenous 
concentrations, estimated to be > 280 ng/ml. 
The method developed showed good recovery of analytes and reproducibility of  injections 









high  degree  of  variability  in  tissue  extracts,  it  is  recommended  to  correlate  the  CoQ10 



































































as  LDL,  contains  a  relatively  high  cholesterol  content  and  increased  protein  composition.  
These latter particles bind to LDL receptors on the target tissues, become endocytosed into 
the cell and release their contents, chiefly cholesterol esters, for use by the cell.  Alternatively, 


















myocardial  infarction.    Concomitant  with  the  transport  of  cholesterol  and  triglycerides, 
endogenously synthesized ubiquinone, or more importantly ubiquinol, is also released from 
the liver in VLDL and predominately transported in LDL (Perugini et al., 2000).  An important 
lipid‐soluble  antioxidant,  it  has  in  fact  been  shown  that  CoQ10  is  more  active  and  is 
preferential used over the principle plasma antioxidant α‐tocopherol during the early stages 
of LDL peroxidation (Stocker et al., 1991).    
Furthermore,  in  addition  to  providing  defence  for  circulating  lipoproteins,  CoQ10  aids  in 
maintaining  normal  endothelial  processes  in  the  arteries,  such  as  immune  functions, 
coagulation, adhesion and electrolyte content of the intravascular space (Tiano et al., 2007).  
Research has linked endothelial dysfunction to postprandial triglyceride levels (Gaenzer et al., 
2001).   Decreased bioavailability of nitric oxide  (NO) due  to an  increase  release of ROS  is 
considered to be a hallmark of endothelial dysfunction and results in the inability of arteries 
to fully dilate in response to stimulus.  CoQ10 counteracts the oxidation of nitric oxide by ROS 
to  maintain  a  balance  between  vasodilation  and  vasoconstriction.    Support  for  this  is 




to  a  genetic  cause.   Whilst  numerous  genetic mutations  are  known, many  patients  exist 
without  a molecular  diagnosis  (García‐Otín  et  al.,  2007).    Classification  is  based  on  the 
Fredrickson  classification  (Beaumont  et  al.,  1970)  according  to  the  phenotypes  of  lipids 
elevated and the pattern of  lipoproteins and can be broadly defined as shown  in table 4.1.  







Hyperlipidaemia  Synonym  Increased lipoprotein  Increase lipid 
Type I  Familial chylomicronaemia  Chylomicrons  Triglycerides 







Type IV  Familial hypertriglyceridaemia  VLDL  Triglycerides 




Hyperlipidaemias  carry  an  increased  risk  for  cardiovascular  disease  and  endothelial 
dysfunction.  Specifically, LDL‐C or the ratio of total cholesterol to HDL‐cholesterol (TC/HDL‐C) 
are  positively  correlated  with  increased  risk  of  atherogenicity  (Tomasetti  et  al.,  1999).  
Reducing  dietary  intake  of  fat  is  recommended  to  decrease  both  blood  cholesterol  and 
triglyceride levels but this is often insufficient and pharmacological intervention is required.  
Statin drugs are commonly prescribed to reduce LDL‐C levels whilst fibrates are employed to 
decrease  triglyceride  production.    A  combination  approach may  be  undertaken  in mixed 
hyperlipidaemias with close medical supervision due to an increase risk of side effects such as 
myopathy (Seehusen et al., 2006). 
Although  the  distribution  of  CoQ10  has  been  defined  in  healthy  individuals  and  suggests 
approximately 60 % is located in the LDL fraction (Tomasetti et al., 1999; Perugini et al., 2000), 
little evidence exists regarding this important antioxidant in dyslipidaemic patients.  The goal 
of  lipid  reduction  therapies  is  to  reduce  LDL  cholesterol  levels  thus  in  effect  the  carrying 
capacity of CoQ10, and hence the tissue availability may also be reduced.  Dyslipidaemia, in 
particular  hypertriglyceridaemia,  is  an  important  predisposing  factor  to  a  number  of 
conditions including endothelial dysfunction, diabetes mellitus and pancreatitis mediated by 
ROS (Bae et al., 2001; Hegele et al., 2014).   Consequently, the distribution of CoQ10  in the 


















years  (mean 52 years).   All  samples were  received at  the Blood Sciences department RVI, 
Newcastle,  from  patients  attending  a  lipid  clinic  under  the  care  of  Dr  Dermot  Neely  for 
investigation of hyperlipidaemia and were  classified using  the Fredrickson  classification as 
stated in table 4.2.  For the purpose of this study all samples were anonymised.   
  Hypercholesterolaemia  Hypertriglyceridaemia 
Classification  IIa IIb IV V 




Lipoprotein  fractions  were  isolated  from  either  0.5  ml  or  1  ml  EDTA  blood  using  the 
betaquantification procedure as described in chapter 2, section 2.7.  Four fractions; plasma, 





























and  lower  LDL‐C  (1.71  vs  5.12 mmol/L),  consistent with  impaired  VLDL  processing.    The 
variation between the two populations is depicted in figure 4.3.   
 







Plasma  7.77  (4.64‐12.01)  7.86  (5.18‐12.02)  7.21  (4.09‐11.66)  0.0898 
LDL  4.14  (0.54‐9.15)  5.12  (1.13‐9.86)  1.71  (0.41‐3.33)  <0.0001 
VLDL  1.2  (0.10‐9.92)  0.76  (0.10‐3.68)  4.66  (1.62‐10.40)  <0.0001 







  Plasma  3.89  (0.71‐30.41)  3.32  (0.69‐7.57)  12.33  (3.63‐34.47)  <0.0001 
LDL  0.33  (0.07‐0.98)  0.40  (0.063‐0.94)  0.32  (0.16‐1.07)  0.4609 
VLDL  2.7  (0.19‐28.63)  2.48  (0.17‐6.81)  11.30  (2.59‐33.03)  <0.0001 


























































































































































































No difference was observed  in  the absolute  concentration of  the  lipid  soluble antioxidant 
CoQ10 in plasma between hypertriglyceridaemic and other dyslipidaemic subjects.  Moreover, 
this  relationship  was  maintained  when  CoQ10  is  expressed  normalised  to  total  plasma 
cholesterol.  However, concomitant with the dissimilar levels of LDL between different groups 
of patients, the ratio of plasma CoQ10 to LDL‐C was highly significant (Table 4.4).  The variation 
















































CoQ10 parameter  All  Type II  Type IV + V  p‐value* 
Plasma 
µmol/L  1.34  (0.6‐3.08)  1.39  (0.59‐3.42)  1.31  (0.62‐2.07)  0.7696 
µmol/mmol 
chol  0.178  (0.075‐0.413)  0.177  (0.083‐0.447)  0.199  (0.069‐0.321)  0.3077 
µmol/mmol 
LDL‐C  0.558  (0.141‐3.373)  0.286  (0.133‐0.731)  0.867  (0.360‐3.638)  <0.0001 
LDL 
µmol/L  0.78  (0.19‐0.41)  0.97  (0.25‐2.93)  0.57  (0.13‐1.19)  0.0014 
µmol/mmol 
chol  0.104  (0.024‐0.361)  0.123  (0.039‐0.395)  0.071  (0.022‐0.234)  0.0213 
µmol/mmol 
LDL‐C  0.23  (0.055‐1.367)  0.196  (0.062‐0.568)  0.342  (0.058‐1.564)  0.0029 
VLDL 
µmol/L  0.43  (0.01‐1.47)  0.33  (0‐1.39)  0.66  (0.12‐1.49)  0.0024 
µmol/mmol 
chol  0.058  (0.016‐0.228)  0.04  (0‐0.157)  0.099  (0.022‐0.23)  0.0005 
µmol/mmol 
VLDL‐C  0.427  (0.001‐2.925)  0.518  (0.001‐2.931)  0.201  (0.026‐0.590)  0.0956 
HDL 
µmol/L  0.063  (0.012‐0.37)  0.06  (0.01‐0.45)  0.08  (0.01‐0.23)  0.9436 
µmol/mmol 
chol  0.008  (0.002‐0.049)  0.008  (0.002‐0.059)  0.013  (0.003‐0.041)  0.6496 
µmol/mmol 










when  the  groups  were  considered  independently.    Additionally,  correlations  were  also 
observed  between  plasma  CoQ10  and  its  contents,  normalised  for  cholesterol,  in  all 




































































































































































LDL‐CoQ10 positively  correlated with both HDL  and  LDL  cholesterol  (r = 0.567  and 0.464, 
respectively, p <0.001) but was inversely related to VLDL cholesterol (r = ‐0.512, p <0.001) and 


































































































































































Type  HDL LDL VLDL 
Chol  Trig  CoQ10  Chol Trig CoQ10 Chol Trig  CoQ10



























































Increased  concentrations  of  plasma  LDL  cholesterol  constitute  a  major  risk  factor  for 
cardiovascular  disease.    Existing  guidelines  also  recognise  the  importance  of  non‐HDL 
cholesterol, which represents the amount of cholesterol carried on all potential atherogenic 
particles  (LDL,  VLDL,  IDL  and  chylomicrons)  as  a  risk  factor,  particularly  in  combined 











evaluated  by  grouping  subjects  according  to  those  with  predominately  raised  LDL‐C 
(hypercholesterolaemic),  and  those  with  high  VLDL‐C  and  extreme  triglyceride  levels 
(hypertriglyceridaemic).   
 Distribution of major lipids 
Total  cholesterol  concentration  was  not  significantly  different  between  the  groups  and 
although cholesterol concentrations alone are not sufficient to assess cardiovascular risk, the 
levels observed in these subjects were considered to be above the desirable level (mean 7.77 
mmol/L, 90th centile  in adults 7.2 mmol/L).   Higher  than normal  levels were also  seen  for 
triglycerides (mean 3.89 mmol/L, compared to 90th centile in adults 3.1 mmol/L).   Lipid age 









fashion  to  cholesterol  and  apoprotein  B  during  metabolic  conversion  of  VLDL  to  LDL.  
Approximately  60 %  of  the  total  CoQ10  content  is  estimated  to  be  associated with  LDL 
particles in healthy subjects (Elmberger et al., 1989; Tomasetti et al., 1999).   
Overall, in the hyperlipidaemic patients investigated in this study, the content of CoQ10 in LDL 
was  higher  than  in  VLDL  particles  which  concurs  with  the  current  data  that  CoQ10  is 
preferentially  sequestered  in  LDL  and mirrors  the  distribution  of  cholesterol.    However, 
further analysis accounting for triglyceride levels demonstrated that in patients with elevated 
VLDL, total CoQ10 distribution was approximately equally divided between the VLDL and LDL 






in CoQ10 has  increased  vulnerability  to oxidative  attack  and  could  represent  a marker of 
clinical  risk.    In  the data shown here an association was observed when  the content of all 
potentially atherogenic lipoproteins was considered, suggesting the use of non‐HDL‐C/CoQ10 
is a more reliable indicator particularly in patients with elevated triglyceride levels. 
The  absolute  concentration  of  CoQ10  carried  by  LDL was  lower  in  hypertriglyceridaemic 
subjects  compared  to  other  dyslipidaemic  classes,  potentially  signifying  an  increased 















nitric  oxide  (Rosenson  et  al.,  2016).    Lower  levels  of  HDL  were  associated  with  the 








HDL  concentrations  may  increase  the  propensity  for  atherosclerosis  through  oxidation 
(Perugini et al., 2000). 
Contrary  to  expectation,  total  CoQ10  availability  was  approximately  equally  distributed 
between LDL and VLDL in the patients with hypertriglyceridaemia.  Further analysis suggests, 
at least in these patients, the cholesterol in LDL had potentially enhanced oxidative protection 
whereas cholesterol  in VLDL was more vulnerable  to  reactive oxygen  species.   Both  these 
lipoprotein fractions are considered atherogenic.   
From an alternative view point, the relatively low absolute concentrations of CoQ10 in LDL in 
type  IV  and V  lipidaemia  could  support  a more direct  cytotoxic  role  for oxidation  in  the 
pathogenesis of atherosclerosis.  The fact that only about 45 % of the total CoQ10 in type IV 











results  presented  here  suggest  a  possible  mechanism  for  the  increased  prevalence  of 
conditions  associated with  endothelial  dysfunction,  such  as  diabetes  and  pancreatitis,  in 







to  severe  hypertriglyceridaemia,  this  altered  distribution  of  CoQ10 may  be  an  important 


































to directly  introduce  the GC effluent  into a mass  spectrometer  (MS)  in 1959  (Gohlke and 
McLafferty, 1993).  Modern day gas chromatographs achieve separation of complex mixtures 



























other  sizes  are  obtainable),  efficient,  inert  columns will  produce  tall,  narrow  peaks with 
greatest  signal‐to‐noise  ratios  and  increased  analytical  sensitivity.    Low  bleed  columns 
commonly  have  a  bonded  stationary  phase  (or  film)  which  reduces  baseline  noise  and 
improves mass  spectral  clarity,  and  increased  polymer  stability  enables  higher  operating 
















GCMS  is an  ideal analytical  tool  to analyse hundreds of  relatively  low weight, volatile and 















Cholesterol  is  a  well‐established  marker  of  cardiovascular  disease  risk  and  intervention 








Additionally, measurement of other  sterol  intermediates  can  serve as markers  for  several 
clinical  diseases,  including  inborn  errors  of  cholesterol metabolism.   An  example  is  sterol 
profiling in amniotic fluid which can assist in early identification of possible metabolic defects 











Some  of  the  complications  encountered  during  detection  are  the  presence  of  other  lipid 
categories (Harkewicz and Dennis, 2011) and relatively low concentrations of most analytes 
relative to cholesterol (Table 5.1).  Variability in quantitation between labs does exist and may 
be  due  to  the  lack  of  a  suitable  commercial  internal  standard.    Some  researchers  have 
synthesized deuterated standards prior to analysis (Acimovic et al., 2009; Matysik et al., 2012; 







Extraction  procedures  require  sponification  to  cleave  the  ester  bonds,  using  ethanolic 
potassium  or  sodium  hydroxide,  heated  to  between  60°C  and  70°C.    Plasma  or  serum  is 
generally the sample of choice but blood spotted onto filter paper has been evaluated for the 
detection of SLOS (Starck and Lövgren, 2000; Johnson et al., 2001).  After cooling, the lipids 




Cholesterol  2890 8250 4770
Cholestanol  0.41 15.95 6.75
7‐dehydrocholesterol 1.10 13.76 6.00
Desmosterol  0.10 4.68 2.16
Lathosterol  0.43 37.43 8.42
Lanosterol  0 3.47 0.40
Sitosterol  2.30 14.64 6.66
Zymosterol  0 2.58 0.85
Campesterol  1.72 40.93 8.56









has  expanded  the  scope  for  simultaneous  determination  of  steroids  and  oxysterols  in 
relatively short acquisition times using multiple reaction monitoring (MRM) mode (Matysik et 
al., 2012).   The use of picolinic acid  to produce more polar picolinyl ester derivatives has 




atmospheric pressure photoionisation  (APPI)  (Lembcke et al., 2005) and ESI  (Honda et al., 
2008)  platforms  coupled  to  tandem  mass  spectrometry  have  been  evaluated  for  rapid 
profiling of sterols and phytosterols  in human serum.     Honda and colleagues were able to 
comprehensively demonstrate the use of LC‐MS/MS for sterol profiling in biological samples 


















All  solvents  and  reagents  were  analytical  grade  or  above.   Methanol,  pyridine  and  the 
derivatising  reagent,  N,O‐Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide  with  trimethylchlorosilane 
(BSTFA + 1 % TMCS), were purchased from Sigma‐Aldrich (Dorset, UK).  Hexane was obtained 
from  Fisher  Scientific  (Loughborough,  UK),  potassium  hydroxide  (KOH)  from  VWR 
International  (Leicestershire,  UK)  and  ethanol  was  purchased  from  Rathburn  Chemicals 
(Walkerburn, UK).   
Authentic  standard  compounds  (cholesterol,  7‐dehydrocholesterol  [7DHC],  cholestanol, 
desmosterol,  lathosterol,  sitosterol,  campesterol,  lanosterol  and epicoprostanol  [EPIC, 5‐
cholestan‐3‐ol]) were all available from Sigma‐Aldrich.  Zymosterol, 24,25‐dihydrolanosterol 
(lanostenol) and cholesta‐8(9)‐enol (zymostenol)  were purchased from Avanti Polar Lipids Inc. 






















Analyte  Unit  Mean conc.  Range 
Cholestanol  µmol/L  56.8  41 – 73 







Quantitative  analysis  of  sterols was  performed  using  an Agilent  6890  gas  chromatograph 
coupled  to  a  5975 MSD  quadrupole mass  spectrometer  with  electron  impact  ionisation 
(Agilent Technologies, Stockport, UK).   One microlitre of  sample was  injected via a 7683B 
series autosampler and injector in splitless mode with a purge to split vent at 0.4 min.  The 
inlet  temperature was maintained  at 265°C.   The  ionisation  source was  set  to 230°C,  the 
quadrupoles to 150°C and the transfer line to 300°C. 
Helium was used as the carrier gas and separation was performed using a J&W® DB‐5MS 25 m 













Optimisation  for  cholesterol,  cholestanol,  7DHC,  lathosterol,  desmosterol,  sitosterol  and 
campesterol has previously been undertaken and parameters were available from the Blood 
Sciences  department,  Royal  Victoria  Infirmary,  Newcastle‐upon‐Tyne.    Further  method 





was  introduced to the  ion source of the mass spectrometer where molecules were  ionised 
and fragmented by collision with high energy electrons.  The fragment ions were recorded by 
the mass detector to generate the mass spectrum.  As all sterols share similar structures it is 









then  the  sterols partitioned  into hexane  (top  layer) by vigorous mixing using a multi  tube 






















from  background  noise.    Limits  of  quantitation  (LOQ)  were  defined  as  the  lowest 
concentration at which the analyte could be reliably detected with an impression of less than 
20 %.  






lanosterol and zymosterol were added.   The effect of  the spike compounds on  the closely 
related analytes was monitored  i.e. sitosterol and  lanosterol or  lathosterol and zymosterol.   









To  assess  the  impact  the  acquisition  of  the  additional  ions  for  lanosterol,  zymosterol, 
lanostenol and zymostenol may have on the other sterols in the profile, samples received at 
Blood  Sciences,  Royal  Victoria  Infirmary,  Newcastle  for  routine  sterol  profiling  were 
immediately reanalysed using the newly created extended scan function.  Cholesterol, as the 














peak  by  2 mass  units.    This most  likely  reflected  the  purity  of  the  standard  (53 %), with 
dihydrolanosterol (lanostenol), formed by reduction across the C24‐C25 double bond, being 
the major impurity.  Subsequent analysis of 93 % purity lanosterol confirmed a significantly 


































































































































































































Lathosterol   458  2.51  2.5 99.6 
10 98.3 
Sitosterol   396  2.00  2.5 116.4 
10 121.0 
Lanosterol  393  0.26  1 119.9 
5 115.5 
Zymosterol  441  0.24  1 87.8 
5 121.0 
Lanostenol  395  0.06  1 100.0 
5 95.8 






Elution  of  Lanosterol  and  zymosterol  was  very  similar  to  sitosterol  and  lathosterol 
respectively.   Standard mixtures containing these sterol ‘pairs’ were analysed and although 
baseline  resolution  was  not  possible  the molecular  ions monitored  allowed  them  to  be 


































eluting  compounds  at  high  concentrations.    Depending  on  the  ion  monitored  and  the 
concentration added, sitosterol increased the quantitation of lanosterol between 32 and 96 % 
(n=12), with the most significant impact occurring with m/z 483 and the least using m/z 393 
(mean change 60.2 % vs 47.4 %).   This equated  to a maximal change  from 0.26 µmol/L  to 
0.43 µmol/L  in  the presence of 20 µmol/L sitosterol.   The mean  increase  in zymosterol by 
lathosterol was 128 % (n=12, range 0.24 ‐ 1.42 µmol/l) with the most abundant ion, m/z 456 





































significant  increase  in the determination of zymosterol, particularly when quantitation  is performed using the 






The  acquisition  parameters  for methods  with  and  without  the  additional  analytes  were 
compared by the analysis of 60 samples.   Good correlation was found for all sterols tested 

















































































lanosterol  and  zymosterol  with  sitosterol  and  lathosterol  (Figure  5.9).    Sitosterol  is  a 
phytosterol therefore biologically has no expected correlation to endogenously synthesized 











A)  Green  points  represent  patients  diagnosed  with  sitosterolaemia  (sitosterol  >  300µmol/L)  and  indicate 
excessive sitosterol does not interfere with the determination of lanosterol as no correlation is observed.  B) A 


























































analysis  of  authentic  plasma  samples  indicates  analogous  increases  in  zymosterol  with 




profile  procedures,  were  used  to  determine  physiological  ranges  for  the  additional 
compounds.  These were, mean (95 % CI); lanosterol 0.41 (0.018 – 1.154) µmol/L, zymosterol 






Non‐cholesterol  sterols  are  valuable  surrogate  markers  for  the  efficiency  of  cholesterol 
absorption  and  biosynthesis.    As  shown  in  table  5.1,  compared  to  cholesterol,  these 
cholesterol precursors and plant sterols are present in plasma in only small amounts.  They 
can be used  to  investigate patients with metabolic defects of cholesterol homeostasis but 
could  also  prove  beneficial  to  patients  with  hypercholesterolaemia.    Although  statin 
intervention  has  great  efficacy  in  reducing  LDL‐cholesterol,  combination  therapy  with 
cholesterol  absorption  inhibitors,  such  as  ezetimibe,  could  be  recommended  in  patients 
identified  as  high  cholesterol  absorbers  in  order  to maximise  cholesterol  reduction  and 
improve clinical outcomes. 





known  to  facilitate C24 bond  reduction at multiple points  throughout  the pathway.   Little 
evidence exists regarding evaluation of non‐cholesterol sterols, in part due to the analytical 
restraints,  therefore  the  experiments  undertaken  in  this  section  were  designed  to  help 
improve the current monitoring of cholesterol homeostasis. 
 Sample preparation and analysis 
The data presented here  indicate an  improved analytical method has been established  to 
measure  an  extended  range  of  post‐squalene  sterol  intermediates  in  plasma.    Twelve 















serum.    For  optimal  quantitation,  plasma  should  be  separated  and  stored  in  the  dark  to 











limit was 0.01 µmol/L.    In normal control  samples  zymosterol and  zymostenol were easily 
detected and quantifiable.   Lanosterol and  lanostenol, when detectable, were very close to 
the  quantitation  limit.    However,  in  six  samples  analysed  with  evidence  of 
hypercholesterolaemia  (Chol > 10 mmol/L) both  these  compounds were easily detectable 
(range 9 – 18 µmol/L for  lanosterol and 1‐4 µmol/L for  lanostenol).   This suggests that any 
alterations  or  disturbances  in  the  normal  flux  through  the mevalonic  pathway would  be 
detected using this method and the currently available GCMS analyser. 









can  vary  within  discrete  populations  and  depend  on  the  methods  of  extraction  used 
(McDonald et al., 2012).   Therefore comparing reference ranges to alternative sources can 
provide  variable  results.    That  said,  the  ranges  determined  by  this method  do  compare 
favourable to others in the literature (Honda et al., 2008; McDonald et al., 2012). 
 Co‐elution 
Influence  of  co‐elution  of  analytes  was  considered  for  sitosterol  with  lanosterol,  and 































































CoQ10  is present  in virtually all  tissues and cells and performs a variety of  functions.    It  is 
essential to the mitochondrial respiratory chain, has independent antioxidant properties and 
the ability to recycles other antioxidants such as tocopherol (Mitchell, 1976), and has a role in 






enables  the selective  inhibition of CoQ10 biosynthesis using 4HB analogues.   Forsman and 
colleagues demonstrated 4‐nitrobenzoate (4NB) actively competes with 4HB in cell cultures 
and reduces CoQ10 concentration to 24 % of controls within 6 days post incubation (Forsman 
et  al.,  2010).    This  analogue  showed  none  of  the  toxicity  or  unknown  chromatographic 
intermediates  that had been observed previously with  the use of 4‐chlorobenzoate and 4‐
aminobenzoate  respectively.    These  researchers  also  showed  addition  of  exogenous  4HB 





molecular defects have  revealed  inconsistent  consequences,  such  as ROS production,  cell 





















An  estimated  2  %  of  electrons  from  the  mitochondrial  electron  transport  chain  are 





necessary  for normal cellular  functions  including cell signalling and homeostasis,  increased 
levels  contribute  to various disease pathologies and have been  implicated  in  the  cause of 
statin associated muscle symptoms (Lass et al., 1997; Apostolopoulou et al., 2015).  CoQ10 is 
an integral redox carrier in oxidative phosphorylation, and as such is a plausible mediator of 










HMG‐CoA  reductase  inhibitor which,  although well  tolerated  in most  patients,  has  been 
shown to decrease cell viability in vitro (Itagaki et al., 2009).  Recently it has been confirmed 
that two different subcellular pools of CoQ10 contribute differently to the protection of the 
cell  (Mugoni et al., 2013).   The biosynthesis of  the mitochondrial pool  is controlled by  the 















the  CoQ10  biosynthesis  pathway,  has  on  the  production  of  mitochondrial  superoxide.  









All  fibroblast control cells, obtained  from  the Newcastle biobank, were cultured  in 25 cm2 
culture  flasks  in  MEM  supplemented  with  10  %  FBS,  vitamins,  amino  acids,  penicillin‐
streptomycin and glutamine until 70 % confluent. 
Experiments were performed after incubation in medium additionally supplemented with one 
of  the  following;  4‐hydroxybenzoic  acid  (4HB),  4‐ntirobenzoic  acid  (4NB)  and  13C6  4‐















that  is 6 mass units  greater  than  its non‐labelled  counterpart.   The  SRM  transitions were 
























Dose effect of  simvastatin on CoQ10  concentrations was  investigated by dilution of  stock 
simvastatin (prepared in ethanol) with supplemented medium to give final concentrations of 
0.01, 0.1, 0.5, 1 and 5 µmol/L.   A reagent control, consisting of a similar ratio of ethanol to 
medium  as  used  in  the  treatments, was  also  tested.    Co‐treatment  of  control  cells with 
simvastatin (1 µmol/L) and 13C6 4HB (10 µmol/L) was also examined.  Following passage, cells 






To  estimate  the  production  of  ROS,  cells  were  treated  with  either  0.5,  1  or  2  µmol/L 






associated change  in CoQ10.   Each experiment was performed  in duplicate using 2 passage 
numbers. 
 Live cell imaging 
Four  fibroblast  cell  lines were  incubated  in  either  control medium  or  treatment medium 











Data was assessed  for normality using  the D’Agostino‐Pearson omnibus  test and different 
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No statistical difference was observed  in  the  total CoQ10 concentrations  in cells  following 
incubation in control medium or medium supplemented with either 5 µmol/L unlabelled or 
labelled 4HB.  CoQ10 values were 198.3, 181.6 and 208.2 nmol/g protein respectively (n=2).  
Significance  testing  using  independent  t‐test  were  p  =  0.7669  for  unlabelled  4HB  and 
p = 0.7516 for labelled 4HB versus control medium. 
Uptake of 13C6‐4HB showed a dose response for concentrations between 0.05 ‐ 0.5 µmol/L.  










































































































permitted  to maintain  a monolayer of  cells  in each  flask, decreased  the  concentration of 
CoQ10 to 62 % (p = 0.0237) of the control level.  A dose‐dependent decrease was observed 
with CoQ10 concentrations of 41 % (p = 0.0036) and 15 % (p = 0.0005) of the control value for 






















































































































(p  =  0.85).    Incubation medium  containing  50 µmol/L  4HB did not  significantly  affect  the 
concentration of CoQ10 after 7 days (mean 85.9 nmol/g, p = 0.55) (Figure 6.7). 
 Inhibition of CoQ10 by statins 
With  both  formulations,  20  µmol/L  simvastatin  caused  visible  cell  death  after  96  hr 
incubations.    This  time  frame was  used  as  under  ideal  conditions,  fibroblast  cultures will 
generally  reach  full confluency of  the monolayer when cultured  in  standard  tissue culture 
flasks  (25  cm2).    The  absolute  concentrations  of  CoQ10  and  protein  in  fibroblasts  were 
significantly reduced compared to controls which resulted in aberrant CoQ10 concentrations 
when corrected for the protein.  These results are likely to represent the original levels within 













































Simvastatin  treatment  consistently  resulted  in  reduction  of  CoQ10  when  tested  at 













any  significant  difference  from  control  levels.    The  previous  experiments  determined  the 




















































In addition,  the cells  incubated with  13C6‐4HB alone  showed 71 %  label  incorporation  into 







































































fluorescence  compared  to  untreated  cells.    Quantitative  measurements  of  the  mean 
fluorescence intensities of samples treated with 0.5 µmol/L simvastatin resulted in a further 
17.8  %  increase  compared  to  dye  treated  controls  and  a  45 %  increase  when  high 
concentrations of 2 µmol/L were added to the medium.  Both concentrations of 4NB tested 
(1 mmol/L  and  2 mmol/L)  demonstrated  a  comparable  increase  in MitoSOX  fluorescence 



















dye  76.8  (0.1)  248  (30.5)         
control  73.3  (3.5)  2814  (348.1)  0    119.6  (13.9)     
Sim 0.5 
µmol/L  71.7  (4.0)  3314  (224.1)  17.8  (7.7)  67.1  (12.6)  56.1  (12.1) 
Sim 1 µmol/L  64.6  (5.3)  3592  (352.5)  27.7  (12.5)  44.4  (3.9)  37.1  (3.2) 
Sim 2 µmol/L  52.8  (3.4)  4086  (350.3)  45.2  (12.4)  40.8  (11.5)  34.1  (9.6) 
4NB 1 mmol/L  70.7  (3.1)  3649  (403.6)  29.6  (14.3)  35.9  (9.9)  30.0  (8.2) 

















































































driven  accumulation  of  TMRM  within  healthy  functioning  mitochondria  was  used  to 
determine the area of the cells comprising mitochondria.  Figure 6.14 shows sample images 














































with 1 mmol/L 4‐nitrobenzoate.    Images represent the contents of one well  (A, C, E) and a separately 











































































































































































The  increase  in  the  proportion  of  CoQ10  containing  the  labelled  substrate  and  the 
corresponding  decrease  in  unlabelled  CoQ10  over  different  time  points  during  one  cell 
passage suggests there is a high turnover rate of endogenous synthesis.  It further implies the 














Further  reduction  in  residual CoQ10  levels were  seen using higher concentrations of 4NB.  
However,  this  was  accompanied  with  significant  cellular  toxicity  with  decreased  protein 
concentrations and increase visible cell death.  This is consistent with previous evidence that 
poor cell growth was not solely related to inhibition of CoQ by 2 mmol/L 4NB as growth could 








Simvastatin,  a  commonly  prescribed  statin,  was  supplied  as  the  inactive  lactone  which 
requires  conversion  to  an  active  acid  form  to  elicit  inhibitory  effects  on  the mevalonate 







observed  following  incubations with simvastatin.   Residual  levels of 37 – 56 % occurred  in 
fibroblast cells treated with 1 µmol/L simvastatin.  Even using a 100 fold dilution of simvastatin 







In  contrast  to  inhibition  by  4NB,  a  similar  percent  reduction  in  CoQ10  concentration  by 
simvastatin was not rescued by co‐treatment with 4HB.  This would suggest that synthesis was 






MItoSOX red  is highly selective  for the detection of superoxide  in  the mitochondria of  live 









cells within  the gated  region  fell by approximately 11 %  following  statin  treatment which 
suggests  the concentrations used had a mild cytotoxicity which may account  for  increased 
detection of ROS.  A marginal decrease in protein content was also noted which is likely due 









4NB  were  briefly  examined  using  a molecular  dye  that  is  readily  sequestered  by  active 
mitochondria.  Exploitation of the mitochondrial membrane potential was used as this can be 
easily  assessed  by  live  cell  imaging  using  TMRM mitochondrial  dye,  which  requires  the 
mitochondrion to be functioning and generating a membrane potential in order to retain the 
dye and produce a measurable level of orange‐red fluorescence.  In apoptotic or metabolically 
stressed  cells,  the  mitochondrial  membrane  potential  collapses  and  the  dye  disperses 
throughout the cytosol, resulting in minimal fluorescence detection.  It should be noted that 
these  experiments  were  performed  to  primarily  aid  visualisation  of  the  cells,  no  actual 
measure of the membrane potential was determined.  Four different cell lines was analysed 
simultaneously  to  account  for  possible  variation  between  different  lines.    Overall,  the 
experiments performed suggest reduction of CoQ10 synthesis by 40 ‐ 50%, either by inhibition 
of HMG‐CoA reductase or COQ2, results in decreased cell division and growth.  This was more 
severe  in  the  statin  treated  cells.   Both  the  compounds  tested had also demonstrated an 
increase in ROS production at the same concentrations.   
There was a significant increase in the mitochondrial mass per cell in statin treated cells, as 
indicated by  the  increased  ratio of TMRM  staining  to CellTracker Green  stain.   This  could 
explain  a  possible mechanism,  via  increased  ROS  production,  for  the muscle  symptoms 
experienced by some patients taking regular statins.  However this hyperpolarisation of the 
mitochondrial membrane  potential was  not  observed  in  isolated  CoQ10  reduction.    It  is 
possible that this consequence may be due to the concentrations of each  inhibitor used as 








of  inhibitor doses would help to clarify  if the  increased mitochondrial was  linked to CoQ10 





















































cholesterol  biosynthesis  by  inhibition  of HMG‐CoA  reductase,  an  essential  enzyme  in  the 















The aetiology  for  skeletal muscle  symptoms,  the most prevalent  side effect of cholesterol 
lowering statin  therapy,  remains poorly understood  (Vaklavas et al., 2009).   Mitochondrial 
impairment,  increased  reactive  oxygen  species  and  decreased  antioxidant  capacity  may 
aggravate adverse reactions which can range from muscle pain or aching to myopathy and 
severe rhabdomyolysis (Bouitbir et al., 2011; Larsen et al., 2013).  Cerivastatin was withdrawn 
from  the market due  to unacceptably high  rates of  fatal  rhabdomyolysis  (Seehusen et al., 










plasma CoQ10 concentrations  is debatable and  the correlation between CoQ10  levels and 
myopathy is even more questionable (Marcoff and Thompson, 2007).  It has been proposed 
that  the  affinity  of  the  branch  point  enzymes  for  the  available  substrate  distal  to  the 
mevalonate  pathway  could  be  sufficiently  diverse  to  allow  for  a  reduction  in  cholesterol 
synthesis with the use of statins whilst maintaining an adequate level of CoQ10 biosynthesis 
(Hargreaves  et al., 2005).   Moreover,  the benefits of CoQ10  supplementation  to  alleviate 
statin associated adverse effects are also disputed  (Caso et al., 2007; Young et al., 2007b).  
However there is evidence of improvement in some patients and as no noted side effects of 
CoQ10 are known,  concomitant  treatment with  statins  is often  recommended  to  improve 
statin tolerability (Mortensen et al., 2014).   
Reduced cholesterol content may itself be a trigger for myopathy, causing alterations in the 
muscle membrane affecting  fluidity and  ion  channel  function  (Mas and Mori, 2010).   This 
theory  however  does  not  explain  the  lack  of myopathic  effects  associated with  inherited 
disorders of cholesterol synthesis or non‐statin lipid lowering agents such as fibrates (Joy and 
Hegele, 2009; Littlefield et al., 2013).   
Cholesterol  homeostasis  is  a  balancing  act  between  intestinal  absorption  of  dietary 
cholesterol  and  endogenous  biosynthesis  to  prevent  cholesterol  accumulation  in  the 
circulation.    The  measurement  of  non‐cholesterol  sterols  can  be  used  as  indicators  of 
cholesterol  homeostasis  (Gylling  et  al.,  2014).    Precursor  intermediates  act  as  surrogate 


























































Alterations  in  the cholesterol homeostasis profile have been assessed  in relation  to risk of 
cardiovascular  disease  (CVD).    Data  from  relatively  small  scale  studies  as  well  as  the 
Framingham Offspring Study,  consisting of a  cohort of 155 normolipidaemic  subjects with 
documented CVD and/or carotid stenosis who were not on lipid lowering medications, have 
consistently  reported  increased  risk  to  be  associated  with  higher  absorption  markers 
compared  to  controls.    The  relationship  to  levels  of  synthesis  markers  however  is 




Although  some data  is  available on  the  influence of  statins on  the major non‐cholesterol 






This  chapter  focuses  on  a  large  cohort  of  patients  with  or  without  evidence  of  statin 
intolerance.   Using  the analytical methods developed  in previous chapters  I measured  the 
















between May  2011  and  June  2013.    All  patients  required  statin  therapy  for  primary  or 
secondary prevention of cardiovascular disease.  
The statin control group (statin controls) were defined as patients who had received a daily 







The normal population  (controls) were derived  from data  from  samples  sent  to  the Blood 
Sciences department, Royal Victoria  Infirmary, for analysis of plasma sterols.   Patients with 
known metabolic disorders and hypercholesterolaemia were excluded. 










Sterol  analysis was  performed,  as  a  single  determination,  using  the method  described  in 
Chapter 5.   In brief, 50 µl of plasma was mixed with  internal standard (1 mmol/L EPIC) and 
hydrolysed using 4 % (w/v) ethanolic potassium hydroxide heated to 64°C for 1 hour. A double 
liquid‐liquid  extraction  step using hexane was performed  to partition  the  sterols  into  the 
upper layer which was then removed and evaporated to dryness using nitrogen.  The extract 
was  derivatised  using  BSTFA  to  produce  trimethylsilyl  compounds  that  are  amenable  to 
analysis by GCMS.   
Data were acquired using SIM mode and quantitation of each sterol was achieved by reference 





















Data were  assessed  for normality using  the D’Agostino‐Pearson omnibus  test.   Almost  all 
variables failed the test for normality therefore comparisons were performed using the Mann‐
Whitney U test for non‐parametric data.  Where necessary, the data were log10 transformed 
to  achieve  normality  and  the  geometric mean  calculated.    The  correlation  coefficient  (r) 
between variables were calculated using Spearman rank correlations. Unless stated, data are 








In total 414 samples were  investigated  in this study.   The demographics are summarised  in 
table 7.1.  A greater proportion of females were present in the cases group (p = 0.004).  The 
mean  age  at  enrolment  was  similar  between  the  cases  and  statin  control  groups  but 
significantly younger  in  the controls  (p < 0.001).   Simvastatin, at 40 mg/day, was the most 
commonly prescribed statin in both groups followed by atorvastatin at 80 mg/day.  The total 
duration of statin  treatment was markedly different between  the statin groups with cases 











  Male, N (%)  40 (58 %) 43 (39.8 %) 115 (48.5 %) 
  Female, N (%)  29 (42 %) 65 (60.2 %) 122 (51.5 %) 






























































































































































However,  when  the  CoQ10  concentration  was  normalised  for  cholesterol,  significant 




















Across  all  groups  lathosterol was  the most  prominent  cholesterol  precursor,  followed  by 
desmosterol then zymosterol.  Lanostenol showed the lowest incidence and was undetectable 
in more  than  70 %  of  all  samples  analysed.   Of  the  absorption markers,  cholestanol was 
present in the highest concentration followed by campesterol then sitosterol (Table 7.2). 
  Sterol  Controls  Cases  Statin controls 
  Cholesterol  5.19  6.25* #  4.9   mmol/L  (2.55 ‐ 7.223)  (4.220 ‐ 10.456)  (2.885 ‐ 7.60)   Lanosterol  0.37  0.565#  0.2*   µmol/L  (0.018 ‐ 1.154)  (0 ‐ 1.128)  (0 ‐ 0.646) 
Bloch Intermediates   Zymosterol  1.45  1.835* #  1.17*   µmol/L  (0.30 ‐ 5.580)  (1.054 ‐ 3.990)  (0 ‐ 2.407)   Desmosterol  1.5  1.945* #  1.41   µmol/L  (0.544 ‐ 4.158)  (0.930 ‐ 4.126)  (0.242 ‐ 2.766) 
Kandutsch‐Russell Intermediates   Lanostenol  0  0* #  0   µmol/L  (0 ‐ 0.103)  (0 ‐ 0.476)  (0 ‐ 0.310)   Zymostenol  1.04  1.195#  0.65*   µmol/L  (0.60 ‐ 2.643)  (0.562 ‐ 2.674)  (0 ‐ 1.747)   Lathosterol  4.1  4.65#  2.08*   µmol/L  (0.894 ‐ 12.292)  (1.444 ‐ 13.606)  (1.077 ‐ 6.606)   7DHC  0.5  0.935* #  0.58   µmol/L  (0.10 ‐ 2.433)  (0 ‐ 2.426)  (0 ‐ 1.240) 
Absorption Markers   Sitosterol  3.73  4.605*  5.34*   µmol/L  (0.889 ‐ 8.689)  (1.736 ‐ 14.290)  (1.814 ‐ 16.459)   Cholestanol  7.7  6.085*  6.37*   µmol/L  (4.923 ‐ 12.478)  (2.985 ‐ 12.740)  (2.815 ‐ 12.740)   Campesterol  4.97  4.985  6.28*   µmol/L  (1.453 ‐ 13.697)  (1.529 ‐ 17.885)  (1.958 ‐ 18.947) 







Assessed  individually,  absolute  sitosterol  concentrations  were  lower  and  cholestanol 
concentrations were higher  in  controls  compared  to  subjects  receiving  statins  (Table 7.2).  
Collectively,  no  significant  differences were  observed  in  the  concentration  of  absorption 
markers between the three groups (Figure 7.5). 
Conversely,  when  corrected  for  the  cholesterol  concentration,  a  marked  decrease  in 
absorption markers was found in the case subjects (2.52 [0.93 – 7.33] µmol/mmol).  This was 
most significant when compared  to  the statin control group  (3.75  [1.68 – 8.24] µmol/mol, 





cholestanol  and  campesterol.   n = 69  controls, 108  cases,  and 237  statin  controls.   Circles  and  red  squares 












Similarly,  using  the  ratio  of  lathosterol  to  cholesterol  as  an  indication  of  whole  body 
cholesterol  synthesis  clearly  shows  that  the  subjects  taking  statins  without  evidence  of 



















µmol/L),  which  was  maintained  when  concentrations  were  normalised  to  cholesterol 
(p < 0.0001) (Figure 7.7). 
There was a slight reduction in synthesis indicators in cases (1.82 [0.84 – 4.00] µmol/mmol) 
compared  to  controls  (1.98  [1.03  –  4.19]  µmol/mmol)  (p =0.032) when  corrected  for  the 
cholesterol concentration but absolute concentrations were similar. 




Interestingly,  cholesterol  normalisation  of  desmosterol  was  the  only  intermediate  that 

























































In  all  groups,  positive  correlations  were  observed  between  plasma  cholesterol  and 


































































































































































































markers  in  all  study  groups  (Figure  7.12).    Sitosterol  consistently  showed  the  weakest 
























































































































Lanosterol  4.2  3.58  3.4 
Lanostenol  0.161  0.25  0.78 
Zymosterol  18.39  18.03  16.92 
Zymostenol  13.53  11.18  9.92 
Lathosterol  40.41  41.19  37.08 
Desmosterol  17.03  17.9  23.34 








































































Using  the  ratio  of  CoQ10  and  lathosterol  to  cholesterol  to  assess  the  relative  rates  of 
biosynthesis  of  these mevalonate  derived  compounds  did  not  indicate  any  associations, 




















the  test  and  control  cohorts  (Joy  et  al.,  2014).    Symptoms  in  patients with  true  statin‐
associated muscle symptoms quickly resolve on discontinuation of the statin and recur when 
re‐challenged.    Nonetheless,  as  the  benefit  of  a  regular  statin  regime  in  reducing 
cardiovascular  morbidity  and  mortality  is  well  established,  patients  reporting  signs  of 






















Although  not  statistically  significant,  absolute  molar  concentrations  of  the  individual 
absorption markers (sitosterol, cholestanol and campesterol) were 5 – 25 %  lower  in cases 
than in statin controls.  When corrected for cholesterol concentrations these differences were 









tolerated  statins  without  incidence  compared  to  the  controls.    This  is  in  keeping  with 
documented reports signifying statins can effectively inhibit HMG‐CoQ reductase by 45 ‐ 95 % 
depending  on  bioavailability  (Mas  and Mori,  2010).   Moreover,  the  statin  control  group 
investigated here showed a significant reduction (34 %) in total cholesterol synthesis markers 
comparative  to both  the controls and  the cases.       Additionally,  the  ratio of  lathosterol  to 
cholesterol as an independent indicator of whole body cholesterol synthesis, demonstrated 
statin tolerant subjects had on average a 39 % lower rate of endogenous cholesterol synthesis.  
This  is  in  good  accordance  with  previous  reports  of  a  similar  decline  in  lathosterol  to 
cholesterol ratio following an 18 week regime of lovastatin (Uusitupa et al., 1992).   
Defined case subjects however did not differ  in their rate of cholesterol synthesis from the 






the cases group, whereas  the desired effect of  suppressing cholesterol  synthesis  is clearly 
apparent from the statin control cohort. 
 Bloch and Kandutsch‐Russell Pathways 
In  vitro  analysis  has  demonstrated  that  of  all  the  cholesterol  precursors,  24‐
dehydrolathosterol  has  the  highest  substrate  affinity  for  DHCR24,  suggesting  the  Bloch 
pathway  is  initially preferentially used during  cholesterol  synthesis until  a  shift occurs  via 
lathosterol to the KR pathway (Ačimovič and Rozman, 2013).  The linear correlations seen here 
between the intermediates of either the Bloch or the KR pathways and cholesterol suggests 
that  the  rate of  transition  from  lanosterol  to  cholesterol via  the  two proposed  routes are 
closely related.   
In  the  statin  controls,  intermediates  from  the  Bloch  pathway  showed  a  higher  degree  of 
correlation  to  cholesterol  than  the  KR  intermediates  (r  =  0.566  vs  0.306  respectively).  
Conversely,  statin naive  controls had  improved  correlation with  the KR  intermediates  (r = 













A  significant  finding was observed  in  relation  to  zymostenol,  lathosterol and desmosterol.  





2013).   Desmosterol  is  the  penultimate  component  of  the Bloch  pathway.    Subjects with 
evidence of inhibited cholesterol synthesis through well tolerated statin use, had a significant 




not  show  any  significant  difference  in  the  preferential  flow  through  either  of  the  post‐
lanosterol cholesterol synthesis pathways comparative to control subjects. 








fashion  in  lipoproteins  to  cholesterol,  CoQ10  is  a  key  component  of  the  mitochondrial 
respiratory  chain  and  an  active  antioxidant  in  protection  of  membrane  lipids  and  LDL‐
cholesterol (Bentinger et al., 2010).   
Congenital  deficiencies  in  CoQ10  have  been  linked  to  mitochondrial  dysfunction  and 















CoQ10  concomitant with  statin  treatment, as evidenced by a 14 % decrease  in  the  statin 
control  group  compared  to  controls.    This  decrease  remained  significant  even  when 
normalised  to cholesterol.   However, viewed  in combination with  the median duration on 
statin  in  these  patients  to  be  24 months,  this  is  a  relatively  small  decrease  compared  to 





Plasma  CoQ10  levels  did  not  statistically  differ  between  controls  and  case  subject,  but 
absolute concentrations did show an increased trend in the cases (median increase 19.7 %, p 
= 0.098).   Normalisation  to  cholesterol diminished  any  variation  suggesting  the perceived 
increase is likely related to an increased number of low density lipoproteins.  Surprisingly, data 






It  was  not  possible  to  measure  the  full  range  of  non‐cholesterol  sterols  in  cholesterol 
synthesis.  This was due to lack of commercial availability of standard compounds and to the 










quantitation  relied on  comparison  to a CoQ9 analogue.   Whilst  the expected endogenous 
content of CoQ9 in human plasma is expected to have a negligible impact on quantitation of 








The  degree  of  inhibition  of  cholesterol  synthesis was more  pronounced  in  the  subset  of 
patients taking statins without any muscle symptoms compared to the cases.  It is highly likely 
these patients were taking a higher regular dose of statin as adverse effects are known to 
result  in  low compliance with statin  therapy.   Thus, pharmacokinetic properties cannot be 
completely  excluded  as  responsible  for  the  altered  balance  of  cholesterol  homeostasis.  
However, the large sample sizes examined here should be sufficient to cover the variation in 
dosing regimens. 
Although  significant  differences  were  observed  based  on median  values  for  the  data,  a 











Alterations  in  CoQ10  concentration  were  not  associated  with  an  increased  incidence  of 
myopathy during  statin  treatment  for hypercholesterolaemia, although data did  support a 
decrease concomitant with reduced cholesterol synthesis.   
Similarly,  although  data  presented  here  suggest  the  compliant  use  of  statins  results  in  a 
balance shift weighted towards intermediates of the Bloch pathway instead of the expected 
crossover to the Kandutsch‐Russell route at the level of lathosterol, no association between 







































the  single most  important  risk  factor  (Cholesterol Treatment Trialists’ Collaboration et al., 
2010).    Furthermore,  CAD  is  the most  common  cause  of morbidity  and mortality  in  the 
developed world.    Statins  are  very  effective  at  lowering  LDL‐C  because  they  are  potent 
inhibitors of 3‐hydroxy‐3‐methylglutaryl‐CoA reductase, the rate limiting step of cholesterol 
biosynthesis (Brown and Goldstein, 1980).  Inhibition of hepatic cholesterogenesis, the main 
source  of  LDL‐C,  leads  to  upregulation  of  hepatic  LDL  receptors with  resultant  increased 
hepatic uptake and clearance of LDL from the blood stream (Schachter, 2005). 
 Statin associated muscle symptoms 
Although  the  statins are generally well‐tolerated, a minority of patients  can develop  side‐
effects, particularly those involving muscle.  This problem was brought into sharp focus with 
the  introduction  of  cerivastatin  which  resulted  in  around  100  deaths  associated  with 




There  are  at  least  seven  different  statins  which  vary  primarily  in  their  lipophilicity  and 
therefore  in  their  ability  to  penetrate  cells.    All  statins  have  been  reported  to  produce 
unwanted  muscle‐related  side‐effects  which  are  dose  dependent  but  which  are  also 
dependent on some predisposing factors (Rosenson, 2004).  Most of these factors affect the 
bioavailability or metabolism of statins such as the recently reported strong association with 









Much  attention  has  been  paid  to  the  relationship  of  the  pharmokinetics  of  statins  to 
myopathy, however, and crucially, the exact mechanisms of statin myotoxicity remains largely 
















is  obtained  both  from  the  diet  and  endogenous  synthesis,  and  whilst  evidence  is  fairly 
supportive  that statins  reduce  the plasma concentration of CoQ10  (Ghirlanda et al., 1993; 
Berthold et al., 2006), a reduction  in skeletal muscle  levels remains debatable (Littarru and 
Langsjoen,  2007;  Mas  and  Mori,  2010).    Thus  the  association  of  CoQ10  depletion  and 















plasma,  skin  fibroblasts  and  skeletal  muscle.    A  modification  of  the  Folch  liquid‐liquid 
extraction method was performed using hexane to partition the  lipids  into the upper  layer.  








the  Bloch  and  Kandutsch‐Russell  pathways.    In  total,  8  synthesis  markers,  including 
cholesterol, and 3 absorption markers, were detectable in a single analytical run using GCMS 
in  SIM mode.   Extraction was performed using hexane extraction of  lipids  following alkali 
hydrolysis of a small volume of plasma.  Two pairs of intermediates, sitosterol and lanosterol, 
and  lathosterol and zymosterol, could not be chromatographically  resolved but  their mass 
spectral patterns were sufficiently different to allow separation using the mass spectrometer.   












































Further  analysis  using  co‐treatment  to  counteract  the  decreased  CoQ10  prior  to  flow 
cytometry analysis of ROS would have helped to confirm this  link.   However,  in contrast to 
4NB  inhibition, residual CoQ10  levels of approximately 50 % could not be restored  in cells 
treated with  statins  using  exogenous  4HB,  suggesting  the mevalonate  derived  isoprenoid 
chain was the limiting factor in these cells.  Thus it cannot be certain that the increased ROS 
seen was solely due do the decrease in CoQ10 and not to some other pleotropic influence of 
statins.    Co‐incubation  in  the  presence  of  supplemented  CoQ10 may  be  a  viable  option 
although penetration of ubiquinone into the mitochondria is low (Quinzii et al., 2012).  On the 






performed  indicate  statins  significantly  increased  the  volume  of mitochondria  per  cell  as 
calculated by  ImageJ software.   This change was not evident  in cells subjected to selective 
inhibition of CoQ10 using 4NB.  The reason for the increased mitochondrial mass, which can 
be caused by  inhibition of mitophagy,  inhibition of  fission or  increased  fusion,  is not clear.  
There  was  a  noteworthy  decrease  in  cell  number  with  statin  treatment  which  suggests 
evidence of  toxicity, however  a  significant number of  cells were  viable  and  the  increased 
mitochondrial mass per cell seen does appear to be a true effect of statin treatment.  ROS, in 
controlled amounts, are needed to maintain normal cellular functions.  As mitochondria are 

















biomarkers  as well  as  cholesterol  absorption markers  in  patients with  evidence  of  statin 







link  between  statin  induced  inhibition  of  CoQ10  and myopathy.    Similarly,  although  the 
evidence  suggests  statin  use  can  delay  the  action  of  DHCR24  to  favour  an  increase  in 





This  investigation  only  focused  on  limited  influences  of  statins,  or  CoQ10  reduction,  on 
mitochondrial function.  Examination of changes to the bioenergetics would be beneficial to 

















Manipulation  of  the mevalonate  pathway  at  the  level  of HMG‐CoA  reductase  potentially 




and  their  subsequent prenylated proteins may participate  in myotoxicity  to  some degree,  
(Flint et al., 1997; Holstein and Hohl, 2004).  The Ras and Rab small GTPases are involved in 




Although  this  study  did  not  suggest  a  direct  link  between  plasma  CoQ10  and  muscle 
symptoms, the distribution of CoQ10 in lipoproteins in different hyperlipidaemia classes, has 
raised an  interesting question; could  the availability of CoQ10 be a contributing  factor?    It 
would be interesting to examine the distribution of CoQ10 in patients with myopathy to see 
if variation exists with patients in whom in sign of statin intolerance was noted.  Although it is 
acknowledged  that  plasma  CoQ10  is  not  a  true  reflection  of  intracellular  levels,  the 
practicalities  of  obtaining  muscle  biopsies  from  such  are  large  cohort  are  not  without 








use  of  statin  therapy  is  significant,  and  that  the  provision  of  alternative  or  concomitant 
therapy  would  lower  the  incidence  of  statin  discontinuation,  reducing  cardiovascular 
morbidity and mortality due to untreated hyperlipidaemia.  Unfortunately the exact metabolic 
basis for the risk factors predisposing to statin‐related myopathy are unknown.  Methods were 





with  statin  treatment.    However,  none  of  these  effects  could  be  directly  related  to  an 
increased risk of statin related myopathy.  Further work is needed, covering a wide range of 
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